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5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase mutee, gene codant pour cette 
proteine et plantes transformer contenant ce gene. 

La presente invention concerne une nouvelle 5-enol pyruvylshikimate-3-phosphate 
synthase (ou EPSPS), qui presente une tolerance accrue vis a vis des herbicides inhibiteurs 
compJtitifs vis a vis du phosphonoenolpyruvate (PEP) de l'activhe" EPSPS. Cette EPSP 
synthase plus tolerante presente au moins une substitution "Threonine par Isoleucine". Elle 
concerne egalement un gene codant pour une telle proteine, des cellules vegetales 
transformers par des constructions genes chimeres contenant ce gene, les plantes 
regenerees a partir de ces cellules ainsi que les plantes issues de croisement utilisant ces 
plantes tranformees. 

Le glyphosate, le sulfosate ou la fosametine sont des herbicides systeroiques a large 
spect-s.ds la famille des phosphonomethylglycines. lis agissent essentiellement comme 
inhjb; eurs comp<5titifs de la 5-enol pyruvylsbildmateO.phosphate synthase (EC 2.5.1.19) 
ou E- SPS vis a vis du PEP(phosphoenolpyruvate). Apres leur application sur la plante, ils 
sont vehicules dans la plante ou ils s'accumulent dans les parties a croissance rapide, 
notam-nent les apex caulinaires et racinaires, provoquant l'alteration jusqu'a la destruction 
des plantes sensibles. 

L'EPSPS plastidiale, cible principal de ces produits est une enzyme de la voie de 
biosyr.thi-.se des acides amines aromatiques, qui est codee par un ou des genes nucleaires et 
synth usee sous forme d'un precurseur cytoplasmique puis importee dans les plastes ou elle 

s'acct: nu ; e sous sa forme mature. 

I a tolerance des plantes au glyphosate et aux produits de la famille est obtenue par 
introduction stable dans leur genome d'un gene d'EPSPS d'origine vegetale ou bacterienne 
mutec ou non quant aux caracteristiques d'inhibition par le glyphosate du produit de ce 
gene. ife-t donne le mode d'action du glyphosate et le degre de tolerance au glyphosate du 
prodin d«-s genes utlises, il est interessant de pouvoir exprimer le produit de la traduction 
dc c cn : de facon a permettre son accumulation importante dans les plastes. 

: est connu, par exemple d'apres le brevet americain 4 535 060, de conferer a une 
30 plant, uae tolerance a un herbicide du type ci-dessus, en particulier la N- 
phosj hoi omethylglycine ou glyphosate, par introduction dans le genome des plantes d'un 
gene cociant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette enzyme plus . 
n ?on inhibiteur competitif (le glyphosate) apres localisation de l'enzyme dans le 
:nt plastidial. Ces techniques demandent cependant a 6tre am61ior6es pour 
plus grande fiabilite dans l'emploi de ces plantes en conditions agronomiques. 
i presente description, on entend par "plante" tout organisme multicellulaire 
capable de photosynthese et par "cellule vegetale" toute cellule issue d'une 
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pla* =, pouvan, constituer des dssus indiff4renci& teU d£s fe 

d.ffc =„c,es ,e!s ,ue des embrvons ou des panics de plantes ou des semences 
U preseme invention a objet u produc , ion de plantes 

« accrue aux herbicides de la famill. des phosphonomethvlglycinT ^ 
5 r cg; , r ^„ de ce 1Iul es ^sWes a ,, id e de nouveau* genes c^^Z^ 
g-nv. tolerance a ces herbicides. h 1111 

London a egalement pour objet un gene chimere pour confer* aux plantes une 
■fence accrue ™ a vis dta herbicide ayan. pour cibie l^PSPS, compreuan,, Z^Z 

r denyiat.cn non tradurte en 3', cararterise en ce que to gene de M*J ^ 
e comporte par rapport au gtae ^ „ ^ ^ ^ 

-• oleucrne dans la zone "aroA''(EPSPS). De maniere preferee, eUe eomprend en 

P 4V., ere uttrodurtes, ou etre presentes, dans une sequence dBPSPS d'oririne 
q*,.oue: notammen, vegetale, bacterienne, d'algues ou de champignon. 

1" Pep«.des de transit ufflisables <fans ia zone de pepUde d. transit pe^ent en. en soi 
c ongrne vegetale, par exemple issus de mats, de toumesol, de pois, de tabac ou 

premier ^ j , 



r 

102 ' 
outre 
15 peuv 



conrr r d' 
aL-tre-- 



' — — puw, uc iaDac ou 
, . Ib peuven, en outre comprendre chaeun une ou plusieurs unite's peptide de 



trans i i : ; ; ]o 
comnu: 



a a demande de brevet europeen EP 0 508 909. Cette zone cararteristique a 
o. de permettre le relargage d'une proteine mature et native, et en particulier 
tt m utee cr-dessus, avec une efficacite maximale dans le compartiment plasmidique 

25 avan" 'T^ ^ >dfln rinVention *** *» 

3 " ^ e " ent , " m0ins - 1*™*" ou un fragment d'un promoteur de gene 
t ru.rurellement dans les plantes... (tubuline, introns actine, histone) 
e signal de terminaison de la transcription non traduite en 3' du gene chimere 
ongme quelconque, par exemple bacterienne telle que celle du gene de la 
albas* ou vegetale telle que celle du gene histone H4A748 d' Arabidopsis 
on la demande de brevet europeen (demande europeenne 633 317). 
-himere selon Invention peut comprendre, en plus des parties essentielles ci- 
ns une zone intermediate non traduite (linker), qui peut etre localises entre 
reg.ons transcrites decrites ci-dessus. Cette zone intermediaire peut etre 
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'iconque, par exemple bacterienne, virale ou vege"tale. 
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iM lement d'un ADNc codant pour une EPSPS de mafe: 

' s differentes etapes, qui ont conduit a l'obtention de l'ADNc d'EPSPS de mats qui a 
J substrat a l'introduction des deux mutations, sont decrites ci-dessous. Touies les 
operas decrites ci-dessous sont donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix 
effcctue parmi les differentes methodes disponibles pour parvenir au meme resultat Ce 
caoix a'a aucune incidence sur la qualite du resultat et par consequent, toute methode 
daptce pent etre utilisee par 1'homme de Tart pour parvenir au meme resultat. La plupart 
des n ,hodes drngenierie des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in 
Mol, i: ar B.ology" Volumes 1 et 2, Ausubel F.M. et al , pubUes par Greene Publishing 
Assoc et Wl ley -Interscience (1989)(Par la suite, les references a des protocol decrils 
d^ ct ouvrage seront notees "ref. CPMB"). Les operations concemant I'ADN, qui ont 
e,ect,, s selon les protocoles decrits dans cet ouvtage sont, en particulier les suivantes- 
I > 10 , de fragments d'ADN, traitements par I'ADN polymerase de Klenow et la T4 ADN 
rase, preparation d'ADN de plasmides et de bacteriophages X soit en 
irm lr -paration soit en maxi preparation, analyses d'ADN et d'ARN respe^vement selon 
I s t, , qu es de Southern et Northern. D'autres methodes decrites dans cet ouvrage ont A* 
s iv. , ,t seules les modifications ou ajouts significatifs a ces protocoles ont 6t6 decrits ci- 
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20 J^sr'"!? 1. * 

I. Obtenrion d'un fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 
^ J cux oligonucleotides 20-mers de sequences respectives: 

- OCTCTC3CTCATGTCTGCTCC -3* 

- OCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3' 
u 8t c synthftisfc a partir de la sequence d'un gene d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 

£C 1 ' J - Ct aL (1987 > MoL Gen - Gen *-, 210, 437-442). Ces deux okgonucleotides sont 
r -pec t.vement en position 1523 a 1543 et 1737 a 1717 de la sequence publiee et en 
Oi,erA.:.o;i convergente. 

' \DN total d'Arabidopsis thaliana (var. Columbia) a ete obtenu chez Clontech 
30 ^ .'r-nce catalogue: 6970-1) 

melange 50 nanogrammes(ng) d'ADN avec 300ng de chacun des 

- i les et soumis a 35 cycles d'amplification avec un appareil Perkin-Elmer 9600, 
d r or itions de milieu standard pour I'amplification preconisees par le fournisseur.' 

fr : ' n; !e 204 P b r<5sultant con stitue le fragment d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana. 
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^ r. ruction d'une bibliotheque d'un ADNc a partir d'une ligne cellulaire de 

m; ; T: : S . 
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tot. ext° n t b T f g ^ CdlUleS danS VaZOtC UqUide « ,es «"» -cleiques 

tou . e t ra ,s selon ,a methode decrite par Shore et al. avec les modifications suivantes 
- ie pH du tampon de lyse est ajuste a PH = 9,0; 

-apres la precipitation par l'isopropanol, le culoi est repris dans 1'eau et apres 
b) La fraction ARN-poly A+ de la fraction ARN est obtenue par chromatograDhie 

z£? cellulose te,le que dacrite *- " current ^rss: 

c) Synthese d'ADNc double brin a extremite synthetique EcoRI: elle est rfalisee en 
e protocole du fournisseur des different* reactifs necessaixes a cette syZ so u 
forme Am kit:le "copy kit" de la societe In Vitrogen. 
15 I ux oligonucleotides simples brins et partiellement complementers de 
sequences respectives: 
5*- AATTCCCGGG -3' 

5'- CCCGGG- 3' (ce dernier etant phosphoryle) 
sont li^es avec les ADNc double brin a extremites franches 

douM ?<te Ug T£ S " SUlte Cn k CT6ati0n de sites Sma I ^coles aux ADNc 

clou,, nn et EcoRI sous forme cohesive a chaque extrelite des ADNC double brin 

c reationdelabibliotheque: 

L ,:• ADNc presentant a leurs extremis les sites artificiels cohesifs EcoRI sont 
i ■ gucs avec le ADNc du bacteriophage Xgt 1 0 coupe par EcoRI et dephosphoryli 
selon Ie protocole du fournisseur Naew England Biolabs 
Une aliouote de la reaction de ligation a ete encapsidee in vitro avec des extraits 
d encapsulation: Gigapack Gold selon les instructions du fournisseur, cette librairie 
* - :tree en utilisant la bacterie Rcoli C600hfl. la librairie ainsi obtenue est 
; <pn. >ee et stockee selon les instructions du meme fournisseur et constitue la 
h r - e de ADNc de suspension cellulaire de mais BMS. 

3. Crll v. ige de la bibliotheque de ADNc de suspension cellulaire de maft BMS 
avec b so- e EPSP d'Arabidopsis thaliana: 

Lepr olesuivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes let 

; ^ M 'f? ' PUWi ' S Par , GreenC PubliShiDg Ms ° ciates et Wiley-mterscience 

7°. C X En bref « environ 106 P ha ges recombinants sont etal& sur boite LB a une 

<tos.t, rr ne de 100 phages / cm 2. Les plages de lyses sont replies en doubles sur 

memrun. jond N d'Amersham. 
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h) L'ADN a ete fixe sur les filtres par traitement UV 1600W (Stratalinker de 
Stratagene). Les filtres iont ete prehybrides dans: 6xSSC/0,l%SDS/0,25 lait ecreme 
pendant 2h a 65°C. La sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a <5te marquee au 32 P . dCTp 
par "randcm-priming" selon les instructions du foumisseur (Kit Ready to Go de 
Pharmaci:;). L'activite specifique obtenue est de l'order de 10* cpm par ug de fragment 
Aprcs de. . duration pendant 5 min a 100°C, la sonde est ajoutee dans le milieu de 
prehybndanon et l'hybridation est poursuivie pendant 14 heures a 55°C. Les filtres sont 
fiuorograph;^ 48h a -80°C avec un film KodakXAR5 et des ecrans renforcateurs 
Hvperscreen RPN d'Amersham. L'alignement des spots positifs sur le filtre avec les boites 
d'ou ,1s s at ,ssus pennet de prelever, sur la boite, des zones correspondant aux phages 
presents me reponse d'hybridation positive avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
Cette etap , d'etalement, transfert, hybridation, recuperation est repetee jusqu'a ce que tous 
1-3 rpots ■ ^ j 1 • — 



la boite des phages successivement purifies se rfvelent positife a 100% en 
bybndatio n. Une plage de lyse par phage independant est alors prelevfc dans du milieu X 
d - hnnt (Tr >CI pH= 7 A M i s 04 lOmM; NaCl 0,1M; gelatine 0,1%), ces phages en 
solution c or.st.tua* les clones positifs de 1' EPSP de la suspension cellulaire de mais BMS. 

4. Pr nation et analyse de l'ADN des clones d'EPSP de la suspension cellulaire 

dc rants FM t: . 

20 r-n „; environ 5.10** phages a 20 ml de bacteries C600hfl a 2 OD 600nm/ml et 

wcubes 15 ;n nutes a 37°C. Cette suspension est alors diluee dans 200ml de milieu de 
croissaocc d~, bacteries dans un Erlen de 1 1 et agitee dans un agitateur rotatif 4 250 rpm. 
La lyse est constatee par clarification du milieu, correspondant 4 1 lyse des bacteries 
turbKks ei « produit apres environ 4 h d'agitation. Ce sumageant est alors traite" comme 
25 deem chr "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux 
1 de la suspension cellulaire de mai's BMS. 

ug de cet ADN sont coupes par EcoRI et separes sur gel d'agarose 
f. CPMB) a 0,8%. Une derniere verification consiste 4 s'assurer que 1' ADN 
bien un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
rophorese, les fragments d'ADN sont transferes sur membrane Hybond N 
s Ion le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
filtre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
cites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone presentant un signal d'hybridation 
F.PSPS d'Arabidopsis thaliana et contenant le plus long fragment EcoRI a 
35 une ? ; ; ; - ' -ie sur gel a environ l,7kpb. 



c )rsr d' 

i j ) ;\ • r x 

LOT .\fh> 
p :r. : ; j pn 
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n tlu clone pRPA-ML-711: 
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! )ix Mg de I'ADN du clone phagique contenant l'insert de l,7kpb sont digeres par 
Ecol I et separes sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0,8%. Le fragment de gel 
con- I'mscrt de l,7k P b est excise du gel par coloration BET et le fragment est trait* a 
la V ^gar:e selon le protocole du foumisseur New England Biolabs. L'ADN purifie du 
fragment de l,7kpb est ligue a 12°C pendant 14h avec I'ADN du plasmide P UC 19 (New 
England Biolabs) coupe par EcoRI selon le protocole de ligation decrit dans "Current 
Protocols in Molecular Biology". Deux ul du melange de ligation ci-dessus sont utilises 
pour ^ transformation d'une aliquote d^coli DH10B electro competentes ■ la 
-non .e fait par electroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
es competentes et et de milieu de ligation est introduit dans une cuvette 
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tmnr-ormrnon ,e fait par electroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
mpetentes et et de milieu de ligation est introduit dans une cuvette 
^•iop ration d'epaisseur 0,2cm (Biorad) prelablement refroidie a 0°C. Les conditions 
pbys uues de 1'electroporation utilisant un electxoporateur de marque Biorad sont 2500 
P; ; 5 MFarad et 200 a Dans <« conditions, le temps de dexharge moyen de 
cond.nsateur ert de 1'ordre de 4,2 millisecondes. Les bacteries sont alors reprises dans 1 ml 
de m iieu SOC (ref. CPMB) et agitees pendant 1 heure a 200 rpm sur un agitateur rotatif 
d-ns t.bes Coming de 15 ml. Apres etalement sur milieu LB/agar supplement* a 100 
V- r ubeniciline, les mini-pr6parations des clones bacteriens ayant pousse apres une 
rv • 3 'C est realisee selon le protocole decrit dans "Current Protocols in Molecular 
B - v. Apre- digestion par EcoRI de I'ADN et separation en flectrophorese sur gel 
20 d ^ LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0,8%, les clones presents un insert de l,7kpb sont 
cor -ves. Une derniere verification consiste a s'assurer que I' ADN purifie presente bien 
un , .nal d'hvbridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. Apr* 
1 ese ' les fronts d'ADN sont transferes sur membrane Hybond N 
d r:i i selon le protocole de Southern demerit dans "Current Protocols in Molecular 
) 6 fl tre est h y hTid6 avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
c - : a or ; iecr. !3S au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone plasmidique presentant un insert de 
1- ct ybnuant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a «* prepare a plus 
gr '" 1Ui CLh: Ue e: rADN r&sultant de Ia lyse des bacteries puriffe sur gradient de CsCl ainsi 
que dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN purifie- a et* 

T ' T ' " ~ $6 ;UCnc<5 avec m Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur et 
e ' co: me amorces, les amorces universelles de M13 directes et inverses 
c p , ch -.! le meme foumisseur. La sequence partielle realise couvre environ 0,5 
k : • 'i-' "nc derivee en acides amines dans la region de la proline mature (environ 50 



r- ' ; . 'es 
c C 



'nines) presente une identite de 100% avec la sequence aminee 
J - l'EPSPS mature de mais decrite dans le brevet am*ricain USP 4 971 
: ' ^rrespondant a un fragment EcoRI de l,7kpb de I'ADN de 1' EPSP de la 
H ire de mais BMS a ete nomine" pRPA-ML-711. La sequence complete de 
rr 'is6e sur les deux brins en utilisant le protocole du kit Pharmacia et en 
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synthetisam des oligonucleotides complementaitres et de direction opposee tous les 250 pb 
environ. La sequence complete de ce clone de 1713 pb obtenue est presentee par SEQ ID 



6. 01 cntion du clone pRPA-ML-715: 

L'ana, se de la sequence du clone pRPA-ML-71 1 et en particulier la comparison de la 
sequence d' acides amines derives avec celle de mais montre une extension de sequence de 
92 pb en a-.c ,t du codon GCG codant pour l'Alanine NH2-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mils (brevet americain USP 4 971 908). De meme une extension de 288 pb en 
aval du codon AAT codant pour l'asparagine COOH-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mais (brevet americain USP 4 971 908) est observee. Ces deux parties 
pourraien' -respondre, pour l'extension NH2-terminale a une portion de la sequence d'un 
pcptid d -nsit pour la localisation plastidiale et pour l'extension COOH-tenninale a la 
region 3' r.< i -raduite de l'ADNc. 
15 Af c 'obtenir un ADNc codant pour la partie mature de l'ADNc de l'EPSPS de 

ir us, tcllr :ue decrite dans 1' USP 4 971 908, les operations suivantes ont ft* realisees: 
a) } 'imination de la region 3' non traduite: construction de pRPA-ML-712: 
Le ck : e pRPA-ML-71 1 a ete coupe par 1'enzyme de restriction Asel et les extremites 
resultant c , c tte coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
20 1'ADN po v rase I selon le protocole decrit dans CPMB. Une coupure par 1'enzyme de 
restriction v II a ensuite ete effectuee. L'ADN resultant de ces operations a dte separe par 
electrophc, s sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 1%. 

Le i , a; ment de gel contenant l'insert "Asel-extremites franches/Sacn" de 0,4 kpb a 
ete excise i - e i e t purifie selon le protocole decrit au paragraphs 5 ci-dessus. L'ADN du 
clone pRJ \-ML-711 a ete coup^ par 1'enzyme de restriction Hindm situee dans le 
polylinker i vecteur de clonage pUC19 et les extremites resultant de cette coupure ont €\6 
par traitement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une 
izyme de restriction SacH a ensuite ete effectuee. L'ADN resultant de ces 
r; anipu.it: a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 
30 0,7%. 

;nent de gel contenant l'insert Hindm-extremites franches/Sacn de environ 



25 



35 



r.'ndue.s ii 

CO'TiUi 



Le 



3 7kpb a t c cise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

L , eux inserts ont ete ligues, et 2 ul du melange de ligation ont servi a 
t-ansfc • i , :oli DH10B ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. 

yse le contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure 
t ^ ;< ; JPA-ML-711. Un des clones plasmidique retenu contient un insert EcoRI- 
I ndlll a a kpb environ. La sequence des extremites terminales de ce clone revele que 
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I extren t 8 5' de 1'insert correspond exactement a l'extremite correspondante de pRPA-ML- 
71 K ; - l'extremite 3' terminate presente la sequence suivante: 

" -''-••^A^ITAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT-3' 
La sequence soulignee correspond au codon de l'acide amine - COOH-terminal 
aspar..,; -ne, le codon suivant correspondant au codon stop de la traduction. Les nucleotides 
en av., correspondent a des elements de sequence du polylinker de pUCI9 Ce clone 
comp-e ant la sequence de pRPAML-711 jusqu'au site de terminaison de la traduction de 
~ - na, lre de mais et suivie de sequences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
i-r te nomme pRPA-ML-712. 

Modification de l'extremite 5» de pRPA-ML-712: construction de pRPA- 



15 a etc 
e' ! ? 
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ML-: 15 

I :!one pRPA-ML-712 a ete coupe par les enzymes de restrictions PstI et Hindm 

rr. ^ WS manipuIations a « ^lectrophorese sur gel d'agarose 

BE (re£ CPMB > M*. L« fragment de gel contenant 1'insert Pstl/EcoRI de 1 3 kpb 
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^ d i gel et purine selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a 
-i ligation en presence de quantite equimoleculaire de chacun des deux 
tires partiellement complementaires, de sequence: 

: 5 -GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3- 
I: 5 -GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC-3' 
m'en presence d'ADN du plasmide P UC19 digere par les enzymes de restrictions 



a 

t Hind in 



'x ul du melange de ligation ont servi a transformer £ colt DHIOB ainsi que 
h: at au paragraphe 5. Apres analyse du contenu en ADN plasmidique de 
selon la procedure decrite ci-dessus au paragraphe 5, un des clones 
m insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve pour analyses ulterieures. La sequence 
^nte 5' terminale du clone retenu revele que la sequence ADN dans cette region 
/ante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI a BamHI, suivi de la 
" S '^go^cleotides utilises lors du clonage, suivi du reste de la sequence 
ns pIlPAML-71 2. Ce clone a ete nomme pRPA-ML-713. Ce clone presente un 
; n r. e ATG inclu dans un site Ncol en amont du codon Alanine N-terminal de 
mature. De plus, les codons alanine et glycine de l'extremite N-terminale 
T mais modifiees sur la troisieme base variable : GCGGGT initial donne 
:nodiile. 

done pRPA-ML-713 a ete coupe par 1'enzyme de restriction Hindm et les 
•e ccfte coupure rendues tranches par traitement avec le fragment de Klenow de 

n-. :re I Une coupure par 1'enzyme de restriction Sad a ensuite ete effectuee. 

'•art de c : 3 manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose 
oi. r '! A 'B) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert "Hindln-extremites 
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ie 5 ci-dessus. Cet insert a ete mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 
gere par I'enzyme de restriction Xbal et les extremis de cette coupure rendues 
ar tenement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une coupure 
ne de restriction Sad a ensuite ete effectuee. Deux ul du melange de ligation ont 
afbnner £ coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Apres 
-i contenu en ADN plasmidique de different* clones selon la procedure decrite ci 
oaragraphe 5, un des clones presentant un insert d'environ 1,3 kpb a 6t6 conserve 
•ses ulteneures. La sequence des extremes terminal du clone retenu revele que 
e ADN est la suivante: sequence du polylinker de P UC19 des sites EcoRI a SacL 
i sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage debtee des 4 pb GATCC 
Mcleotide 1 decrit ci-dessus, suivi du reste de la sequence presente dans P RP A - 
squ'au sue Hindm et sequence du polylinker de pUC19 de Xbal a ffindm Ce 
nomme pRPA-ML-715. 

Mention tl'un ADNc codant pour une EPSPS de mais mutee 
tes les etnpes de mutagenese ont ete realisees avec le U.S.E. mutagenesis kit de 
en suivm* les instructions du fournisseur. Le principe de ce systeme de 
> est le suivant: l'ADN plasmidique est denature par la chaleur et nWie en 
m exces molaire d'une part de l'oligonucleotide de mutag&ese, et d'autre part 
ucleotide permettant d'eliminer un site d'enzyme de restriction unique present 
ylmker. Apres l'etape de reassociation, la synthese du brin complements est 
Taction de la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN ligase et de proline 
dans ur, tampon approprie fourni. Le produit de synthese est incute en presence 
de restriction, dont le site est suppose avoir disparu par mutagenese. La souche 
esentant, en particulier, la mutation mutS est utilisee comme h8te pour la 
on de cct ADN. Apres croissance en milieu liquide, l'ADN plasmidique total 
, mcube en presence de l'enzyme de restriction utilisee precedemment. Apres ces 
■, Ja souche d'E. coli DHIOB est utilisee comme h6te pour la transformation, 
nidique des clones isoles est prepare et la presence de la mutation introduite 
equenc .;:e. 

neat s de sites ou de sequence sans incidence a priori sur le caractere 
■ u do ' PSPS de mais aux produits inhibiteurs compftitife de I'acrivitf 

ise: elir ! nation d'un site Ncol interne de pRPA-ML-715. 
nee de pRPA-ML-715 est numerotee arbitrairement en pla9ant la premiere 
■<i. :.-n Alanine N-terminal GCC en position 1. Cette sequence presente un site 
t'.on 121 7. L'oligonucleotide de modification du site presente la sequence : 
<CAC ATGGCGATGGCCTTCTCC-3'. 



WO 9 0 0 ! w w PCT/FR9fi/0U25 

•J ' sequencage selon les references donnees ci-dessus, la sequence lue apres 
mU; X ^ corres P°^ a celle de 1'oligonucleotide utilise. Le site Ncol a bien «* elimind 
et h n !uction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiale presente 
sur f .-U A-ML-715. y 

5 :e lone a ete nomme pRPA-ML-716. 

lence de 1 340 bp de ce clone est presentee SEQ ID N Q 2 et SEQ ID N° 3. 

) dificarions de sequence permettant 1'augmentation du caractere de 

resi , le I'EPSPS de ma* aux produits inhibiteurs comp&itifs de I'activit6 EPSP 

syn' i 

10 " 1 : ^nucleotides suivants ont ete utilises : 

f : !t.-tionThrl02«*-Ile. 

' C AATGCTGGAATCGCAATGCGGCCATTGACAGC-3' 



15 



20 



ident' 



30 

L 

la trar 



ion Pro 106 Ser. 

'.ATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3* 

ions Gly 101 Ala et Thr 102 ■» He. 
rrGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCATTG-3' 

ions Thr 102 He et Pro 106 ■* Ser. 
GGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC- 



■luencage, la sequence lue apres mutagenese sur les trois fragments mutes est 
' a Sfk;uence de 1>ADN P^ntal pRPA-ML-716 a 1'exception de la region 
xnutat qui correspond a celle des oligonucleotides de mutagenese utilises 

clones . nommes : pRPA-ML-717 pour la mutation Thr 102 -» He, pRPA-ML-718 
pour 1 on P» 106 ■* Ser, pRPA-ML-719 pour les mutations Gly 101 * Ala et Thr 
1 02 ■» RPA-ML-720 pour les mutations Thr 1 02 «*• He et Pro 1 06 Ser. 

L, > ;ce do 1 340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N° 4 et SEQ ID N° 5. 



'coI-Hindffl de 1395 pb est a la base de toutes les constructions utilisees pern- 
io: nlantes pour l'introduction de la resistance aux herbicides inhibiteurs 
compt mi ><1 et en particuUer la resistance au glyphosate. Cet insert sera nomm6 

' J ""Options "le double mutant de I'EPSPS de maTs". 



dans 1: is d 

35 

T< u a i ; . P hosate des different* mutants in vitro. 
ii( n de I'EPSP synthase. 
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Les c 



'rents genes d'EPSP synthases sont introduits sous forme d'une cassette Ncol-Hindlll 
dans o 

• .. o L. col: DH10B recombinantes surexprimant les differents EPSP synthases sont 
some; ,e , , 3M 40 ml de ^ J o g de cellules culottees et lavees avec ce meT 
tamp n : HC1 200 mM pH 7,8, mercaptoethanol 50 mM, EDTA 5 mM et PMSF 1 mM) 

aT'C ; r t 1 8 t^ nyIpMd0 - La -P-ion est agiteependant JSminutes 

a 4 C . p .us centnfugee 20 minutes a 27000g et 4°C. 

Lesv • ^n, c « additionne de sulfate d'arnmonium pour amener la solution a 40% de la 

Lenc , s - g antestadditionnedesmfatedWoni^ 
^-tfatedW^ 



35 



4°C. 
HC! 



^ syi Ji..*, presente dans ce culot proteique, est reprise dans 1 ml de tampon (tris 
de „ Y j * rnercaptoetnanol 50 uu\^^, Cette solution est dialys^e une nuit confre 

aeux , .r • de ce meme tampon a 4°C. 

' : / ctivit<' enzymatique. 



I 'let' ■ — ; - • 
' • ■■•> "eazymeamsi quesa resistance auglyphosate estmesurfeinvitrosur 10 

minu c nr ■ 1 e melange reactionnel suivant: acide maleique 1 00 mM pH 5,6, 



phosr , ^ 
20 . 

.rnun , 97) et fluorure de potassium 10 mM. L'extrait enzymatique est ajout* au 

nent apres l'addition de glyphosate dont la concentration finale varie de 0 a 20 



dernie 
mM. 
L'acti 



e Dar dosage du P h ^phate libere selon la technique de Tausky H A et 
^ horr y. i. Chem. 202, 675-685. 

25 D™< ulon. I'enzymesau^ 

^ cette concentration, l'enzyme mutante connue Serl06 n'est inhibee' 
autres mutants Eel 02, Ilel02/Serl06, Alal01/Ilel02 ne sont pas ou peu 

ncentration de glyphosate par dix, soit 1,2 mM, pour inhiber l'enzyme 
, les mutants Ilel02/Serl06, Ala/Ile et Ala n'etant toujours pas inhibes. 
I'activite des mutants Ala/Ile et Ala n'est pas inhibte jusqu'a des 
:nM de glyphosate, et que celle du mutant Ilel02/Serl06 n'est pas 
centration en glyphosate est multipliee par 2, soit 20 mM. 
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1 antes de tabac transformes. 



n. 
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ecteur pRPA-RD-173 est introduit dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens 
(Hood et al.,1987) porteuse du cosmide pTVK291 (Komari et al.,1986) La 
i de transformation est basee sur la procedure de Horsh et al.(1985). 



regeneration. 
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a regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
*t reahsee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
e amsi que 200 ug/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont prelevfc sur des 

" ' "Z7v ? " ^ 6t ,msfi »^ seIon la tBctauqpe des disques foliaires 

9S5,Vo, 227.P.1229-1231) en trois etapes successive, la premiere comprend 
i &s pousses sur un milieu additionne de 30g/l de saccharose contenant 0 05 
= -Phtylacetique (ANA) et 2mg/l de benzylarninopurine (BAP) pendant 'l5 
F u,ses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees pendant 10 
ct-Iture un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose mais ne contenant 
-re. Pus on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un rnilieu 
■^nt MS ft teneur moitie en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
Am bout ''environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre 
esistance au glyphosate. 

tr nsfonnees ont 6te regenerees et passees en serte pour la construction 
s Mantes ont et6 traitees en serre au stade 5 feuilles avec une suspension 
ndl ? corresponds a 0,8kg de matiere active glyphosate par hectare 
*ts co respondent a l'observation d'indices de phytotoxicite relevds 3 semaine 
nt. D.u;s ces conditions, on constate que les plantes transformees par la 
' ; RFA- D-173 presentent une tres bonne tolerance alors que les plantes 
lc '"' ' ,n,n? :or; nies sont completement detruites. 
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r '• 73. Ces i 



a; , r; ' r.t 



iati 

CT : he 



m ntrent clairement l'amelioration apportee par Utilisation d'un gene 
' on pour un meme gene codant pour la tolerance au glyphosate. 

< t selection de cellules de mais. 

' nais BMS (Black Mexican Sweet) en phase exponentielle de 
•■■ :dees avec la contiuction pRPA-RD-130 selon le principe etle 
K in et al 1987 ( Klein TM, Wolf ED, Wu R and Sandford JC (1987): 
- utiles for delivering nucleic acids into livings cells NATURE vol 

a; : o le bombardement, les cellules sont transferees sur le meme milieu 
N ; . ~osphomethyl)glycine. 
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Vn 8 £ :mahles de s61ectio « sur ce milieu, des cals se developpant sont 

im ; f;;';' ampUfi<5s et par PCR et revelent clairement la pr&ence du gene 

•x 1! -I> s ;i on bombardees et mises en croissance sur le meme milieu contenant 
N(F - ^sphomethylglycine) sont bloquees par 1'herbicide et ne se developpent pas. 

Plants transforms selon 1'invention peuvent 6tre utilisees comme parents pour 
" r . --s et d'hybrides ayant le caractere phenotypique correspondant a 
° : f : ^ chimere introduit. 
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cription des constructions des plamides 

A-RJ.-'? 4: Addition d'un signal de polyadenylation "nos" a pRPA-ML-720 avec 

''•'•r.t. c: ; -; 3 ette de clonage contenant le gene d'EPSPS double mutant de mais (Thr 
I - c: I o 106 -> Ser). pRPA-ML-720 est digere avec Hind m, traite avec le 

de Kleuow de l'ADN polymerase I d'E. coli pour produire une extremite franche. 
■■jc une seconde digestion avec Nco I et le fragment EPSPS est purifie. Le gene 

t ensuite ligue avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de clonage contenant le 
- polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA-RD-124. Pour 
y»:tc-j- pRPA-RD-12 purifie utile, il a fallu que celui-ci soit prealablement 

?»<l, :r I eavec l'ADN polymerase de Klenow, puis digire une seconde fois avec 



rn.f: 



5: Addition d'un peptide de transit optimise (PTO) a pRPA-RD-124 avec 
nette de clonage contenant le gene d'EPSPS cible" sur les plasmides. 
-7 (de* nande de brevet europeen EP 652 286) est digere avec Sph I, traite avec 
:n t r •• • ; "ise, puis digeree avec Spe 1 et le fragment PTO est purifie. Ce 
*TO r-i clone dans pRPA-RD-124 qui a ete prealablement digeree par Ncol, 
; J lymerase de Klenow pour enlever la partie protuberante 3', puis 
r ^ • i e clone est alors sequence pour assurer la fusion traductionnelle 
t ! c TO et le gene d'EPSPS. On obtient alors pRPA-RD-125. 
-R l i - \- 0 : Addition du promoteur d'histone de mais H3C4 et de sequences 
ih ! (!<• nRPA-RD-123 (demande de brevet EP 507 698) a pRPA-RD-125 avec 
■ - cue pour expression dans les plantes pour l'expression du gene d'EPSPS 
i : c s les tissus de monocotyledones. pRPA-RD-123 (une cassette contenant 
t i'i ne de mais H3C4 fusionne avec l'intron 1 adhl) est digeree avec Nco I 
■ is? t d'ADN contenant le promoteur derive de pRPA-RD-123 est ensuite 
pRPA-RD-125, qui a ete prealablement digere avec Nco I et Sac I. 
: Addition du promoteur double d'histone de d'arabidopsis H4A748 
HP 507 698 ) a pRPA-RD-125 avec creation d'une cassette pour 
lames pour l'expression du gene "PTO- gene d'EPSPS double mutant" 
otyledones. pRPA-RD-132 (une cassette contenant le promoteur 
lande de brevet EP 507 698)) est digeree avec Nco I et Sac I. Le. 
promoteur est ensuite clone dans qui a ete digere avec Eco I et Sac I. 
p ) - : : Addition du gene "promoteur H4A748-PTO-gene d'EPSPS double 
; ■ -P; -D-l 59 dans plasmide pRPA-BL-1 50A (demande de brevet europeen 
e , cr on d'un vecteur de transformation Agrobacterium tumefaciens. pRPA- 
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est dr ere avec Not I et tzaite avec la polymerase de Klenow. Ce fragment est 
1 ne c ins pRPA-BL-150A avec Sma I. 
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SEQUENCE LIST C NO 



^NKUAI, INFORMATION: 

CU AtMM.CCAN'P: Lebrun, Michel. 

Do Roise, Richard T 
SaiLland, AlaLn 



a « rj ' ? enS °° dant ^ cette Pwt.in« et pianos 
cransformees contenant ce gene H 

ii) NUMBER OF SEQUENCES: 5 

v) CORRESPONDENCE ADDRESS: 

(A) ADDRESSEE: Francois Chretien 

(B) STREET : 1420 rue Pirre Baizet 

(C) CITY: Lyon Cedex 09 
(EJ COUNTRY: France 

(F) ZIP: 69263 

(v) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

tC) OPERATING SYSTEM: PC- DOS /MS- DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Vereion #1.25 

i) CURRENT APPLICATION DATA: 
(A) APPLICATION NUMBER: 
IB) FILING DATE: 

(C) CLASSIFICATION: 

1) ATTORNEY/ AGENT INFORMATION: 

IA) NAME: Chretien, Francois 

x) TELECOMMUNICATION INFORMATION: 
(A) TELEPHONE: (33)72-29-26-46 

IB) TELEFAX: (33)72-29-28-43 

■■•■FORMATION FOR SEQ ID NO:l: 

' i ) f^QUEWCE CHARACTERISTICS: 

IA) LENGTH: 1713 base pairs 
(3) TYPE: nucleic acid 
C) S7RANDEDNESS: double 
(D) TOCOLOGY: linear 

■ ) r.OLEOJLE TYPE: cDNA 

i) C-IGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: 2ea mays 

(U) STRAIN: Black Mexican Sweet 

i'c) TISSUE TYPE: Callus 

i) IKMEDTA^E SOURCE: 

(A) LI^KARY: lambda gtlO 
(3) CLONE: pRPA-ML-711 



U ^ :L'EN::' DESCRIPTION: SEQ ID NO:l: 

\CACAn 1AAA CAGCTATGAC CATGATTACG AATTCGGGCC CGGGCGCGTG €0 

:CGC JGCAO-GGCG GCGGCGGTGC AGGCGGGTGC CGAGGAGATC GTGCTGCAGC 120 

\GCA ATC. *GGC ACCGTCAAGC TGCCGGGGTC CAAGTCGCTT TCCAACCGGA 180 

:ACT ;GCCGCCCTG TCCGAGGGGA CAACAGTGGT TGATAACCTG CTGAACAGTG 240 

irZA 7A( :CTC GGGGCCTTGA GGACTCTTGG TCTCTCTGTC GAAGCGGACA 3Q 0 

AG, TGTA GTTGTTGGCT GTGGTGGAAA GTTCCCAGTT GASGATGCTA 360 

' T ;CAG TttC TTGGGGAATG CTGGAACTGC AATGCGGCCA TTGACAGCAG 420 

. : ; gctggtgca aatgcaactt acgtgcttga tggagtacca agaatgaggg 4 so 
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£ CHARACTERISTICS: 
■■^GTH: 1340 base pairs 
VFE; nucleic acid 
(Ci '^HANDEDNESS : double 
:C) .OLOGY: linear 

•* :I - f -* ~ TYPE: cOKA 

: L SOURCE: 

( A \ •■ . : ;ANI SM : Zea mays 
IB: ..AIN: Black Mexican Sweet 

1* -£ SOURCE: 

(B, ME: pRPA-ML-716 



■'■E/KEY: CDS 
-AT ION : 6. .1337 



600 
6*i0 



'I'GflCGACTTG GTTGTCGGAT TOAAGCAGCT TGGTGCAGAT GTTGATTGTT 540 

■•■"Cca-.: tgacn;ccca cctfrrrcGTG tcaatggaat cggacggcta cctcctcgca 
-AAGC7 GTCTrjflCTCC; atcagcagtc agtacttgag toccttgctg atggctgctc 

-- . ^ 'fGGGGATGTO GAGATTGAAA TCATTGATAA ATTAATCTCC ATTCCGTACG 720 

VI : AT7GAGATTG ATGGAGCGTT TTGGTGTGAA AGCAGAGCAT TCTGATAGCT 780 

AG, 7 CTACVTTAAG GGAGGTCAAA AATACAAGTC CCCTAAAAAT GCCTATGTTG 840 

;A : CTCAAGCGCA AGCTATTTCT TGGCTGGTGC TGCAATTACT GGAGGGACTG 900 

OTGciA AGGTTGTGGC ACCACCAGTT TGCAGGGTGA TGTGAAGTTT GCTGAGGTAC 960 

ATCA7 GGGAGCGAAG GTTACATGGA CCGAGACTAG CGTAACTGTT ACTGGCOCAC 1020 

■CAGCi : ATT7GGGAGG AAACACCTCA AGGCGATTGA TGTCAACATG AACAAGATGC 1080 

^TCG CATCACTCTT GCTGTGGTTG CCCTCTTTGC CGATGGCCCG ACAGCCATCA 1140 

TTCCTGGAGA GTAAAGGAGA CCGAGAGGAT GGTTGCGATC CGGACGGAGC 1200 

A CGG/^CATCT GTTGAGGAAG GGCCGGACTA CTGCATCATC ACGCCGOCGG 1260 

T .ACGGCG ATCGACACGT ACGACGAOCA CAGGATGGCC ATGGCCTTCT 1320 

,C " CTtrrGCOGAG GTCCCCGTCA CCATCCGGGA CCCTGGGTGC ACCCGGAAGA 1380 

'CC CTACTIGGAT GTGCTGAGCA CTTTCGTCAA GAATTAATAA AGCGTGOGAT 1440 

A^CTTGATTG AAGTGATAGG CTTGTGCTGA GGAAATACAT TTCTTTTGTT 1500 

CTTrCAOGGG ATTAAGTTTT GAGTCTGTAA CGTTAGTTGT TTGTAGCAAG 1560 

COATerTAAG TTTGTGCACT GTAAGCCAAA TTTCATTTCA AGAGTGGTTC 1620 

TA- ATAAT AAATTACGTT TCAGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1680 

A V AAAAA AACCCGGGAA TTC m3 
' ' FOR SEQ ID NO: 2: 



DESCRIPTION: SEQ ID NO:2: 

GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC 47 
Glu Glu lie Vol Leu Gin Pro He Lys Glu He 
5 10 

■■AG CTG CCG GGG TCC AAG TCG CTT TCC AAC CGG ATC 95 
s Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
20 25 30 

CC CTG TCC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 14 3 

U Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
13 «0 45 

AT GTC CAC TAC ATG CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 191 
Val His Tyr Hot Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
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V0 60 

. j ', .r c: :: oaa gco gac aaa gct gcc aaa aoa ocr gta err orr 239 

j c V i i G Lu Ala Asp Lys Ala Ala Lyy Arg Ala Val Val V,U 

5 70 7«i 

■'■ r 0- -A AACl TTC CCA GTT GAG GAT GCT AAA GAG GAA GTO CAC 2t*7 
■ '{ 01/ Lys Phe Pro VaL Glu Asp Ala Lys CUj GLu Val Gin 
J 85 go 

.C T7G GOG AAT GCT GGA ACT GCA ATG CGG CCA TTG ACA OCA GCT ' 335 
e Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala 
100 105 HO 

T CCr GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAG GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383 
- A i A * c;iy Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

' G - /V: ' A CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG GAG 431 
? Gi . Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
135 uo 

A G c;:t GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 479 
/ A ...a A Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
1 5 150 155 

: ; / r c \ / rc gga ggg cta cct ggt ggc aag gtc aag ctg tct 527 

> A^n Giy lie Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lye Leu Ser 
0 165 170 



" J : A 



AGT CAG TAG TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
St ^ r Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
180 185 190 

GC ' AT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Gj A3 P Val Glu lie Glu lie He Asp Lye Leu He Ser 
19 $ 200 205 

G I C AA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG 671 
V.m Giu Net Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 

210 215 220 



< ■ . c . 

Or: hx 
27', 



G 

C ] 



" :T GAT AGC TGG GAC AGA TTC TAG ATT AAG GGA GGT 719 
^ r Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly 

230 235 

" ' c CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 
^ r Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
245 250 

TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 815 
* Leu Ala Gly Ala Ala lie Thr Gly Gly Thr Val 
260 265 270 

- r GGC ACC ACC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 863 
Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Pho 
2^5 280 285 



T ATG ATG GGA GCG AAG GTT ACA TGG ACC GAG ACT 911 
Leu Giu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
2 295 300 



T GGC CCA CCG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 
;r Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
310 315 

■ r GTC AAG ATG AAC AAG ATG CCT GAT GTC GCC ATG 1007 
P Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
325 330 

< IT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATC AGA 1055 
v i Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
340 345 350 

' A- AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC HQ3 
r i -p Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 
: "'5 360 365 



- AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC 
r Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
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J 7 rj 



375 J80 



5? CCj CCCl GA ° MG CTG ^ GTG ACG GOT ATC CAC U99 

10 Lie Thr Pro Pro Olu Lys Leu Asn Va L Thr Ala 11* Asd 
JHi 390 J95 

oac cac cac agg atc; ccc atg <jcc ttc tcc err gcc gcc tgt 1247 

■■•sip Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys 

405 no 

;TC CCC CTG ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC* 129S 

11 Pro v.-a Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 

420 425 43 0 

GAC TACT TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 



WATICW FOR SEQ ID MO; 3: 

~) SECyJENOE CHARACTERISTICS; 

(A) :£NGTH: 444 amino acids 
( ) r YPE: amino acid 
I ) OPOLOGY: linear 

LI MOLECULE TYPE: protein 

U SEC JEf T DESCRIPTION: SEQ ID NO:3: 

Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He Ser Gly 
5 10 15 

Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He Leu Leu 

71 25 30 

'- 1 a Lfj ^ r Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
j5 40 45 

P Va i 3 Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
55 go 

lu Al : / p Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
tO 75 80 

T.ys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
5 90 95 

Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 

1C 0 105 no 

ly Gl A n Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
120 125 

7 Pr ■ <> Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
135 140 

>1 As c : s Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
ISO 155 160 

He Gly C y Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 

1'5 170 17S 

'" r Gln T r Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
1B0 185 190 

.-r> Vr ( ■■ u Ile Glu Ile Jle Lys Leu Ile Sfir Ile pro 

200 205 

'-' Mcj r Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
215 220 

r Ac -■< r Trp Asp Arg Phe Tyr Ile Lys Gly Gly Gin Lys 
230 235 240 

■o.r Pro I h Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 

1 3 250 255 



1340 
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. y; Phi: 1,bu AU Gly Al/i Ala I la Thr GLy Gly Thr Val Thr Val 

2*55 270 

Uy Cy« fUy 'Chr Thr Sur Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 

? - 7 ^ 280 235 

Uf .' fJLu Met Met GLy Ala Lys Val Thr Trp Thr (Jlu Thr Sec Val 
2 fJi; 295 300 

■'al Thr Gly Pco Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
310 315 320' 

U Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 
325 330 335 

■y \ Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 

345 350 

. . '"rp Arn Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie Arg Thr 
: >5 360 365 

Leu hr i.yn Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
37C 375 380 

"'1m Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala Ha Asp Thr Tyr 
390 395 400 

*T His /.rg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
405 410 415 

v f il rhr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
>0 425 430 

« :.tin Val Leu Ser Thr Phe Val Lya Asn 
■> 440 

TNFC 'AT'ON FOR SEQ ID NO: 4: 

(il SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(At LENGTH: 1340 base pairs 
IE) TXPE: nucleic acid 

IC) STRANDS DNESS ; double 

ID) TOPOLOGY: linear 

it) MOLECULE TYPE: cDKA 

' ' CF.I -M.M, SOURCE: 

(a; xsANISMi Zea mays 

(Ei STRAIN: Black Mexican Sweet 

:c;.\TE SOURCE: 
(b! CAAUZi pRPA-ML-720 

ix! ■*-:at URP: 

(a: Ha IE/ KEY j CDS 

Cb; V -VTIQN: 6.. 1337 



M •~ r.: .:. DESCRIPTION: SEQ ID NO:4: 

^ C GGA GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC 41 

V/ Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
5 10 

: ■■: c TC AAG CTG CCG GGG TCC AAG TCG CTT TCC AAC CGG ATC 95 
; 1 -'a I Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 

20 25 30 

■\ /. 0.:r~ GCC CTG TCC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
u - ; l. la Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
5 40 45 

C - AGT CAG GAT GTC CAC TAG ATG CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 191 
L < ! • .) Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 

j 55 60 

<" ( ;c: f - A GCG GAC AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 239 

Val .u Ala Asp Lys Ala Ala Lya Arg Ala Val Val Val 
70 75 
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';GA AAli TTC CCA GTT GAG OAT OCT AAA GAG GAA OTfj CAG 

W ' L/ Lyc: p ™ OLu A«p Ala Ly.; Glu Glu Va L Gin 

85 90 

7pm ATC GCA W; OT) TC::: ""'J ACA GCA OCT 

I-^ ^ Ala Gly He A La Met Arg Sec Uu Thr Ala AU 

100 105 ll0 



GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 
Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
135 140 

GAT CTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 
Asp v a l Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
"0 155 



ATG ACA MS AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG 
Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 
215 220 



TC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 
ie Leu Ala Gly Ala Ala lie Thr Gly Gly Thr Val 
260 265 270 



287 



335 



-/T GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT GGA GTA CCA 38 3 
-lY Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro. 
U5 125 



431 



479 



- GGA V TC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 527 

— «ly ae Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 

165 170 



T CAG TAC TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
^ Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
180 185 190 



-AT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
7 Asp Val Glu He Glu He lie Asp Lys Leu He Ser 
5 200 2 o5 



671 



,. ? AT AGC TGG ^ AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 

MiJ ^r Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly 
230 235 

f C CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 

sc Pro L Y* Aan Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
245 250 



815 



^ ;V ; ' ,T GGC ACC ACC agt T TG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 863 
1 w ' jly G1 Y Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
' 75 280 285 

^ rrc; s atg atg gga gcg aag gtt aca tgg acc gag act 9n 

1 : oli iU Met Mot Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
^° 2 « 300 

; ' T GGC CCA CCG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 

nr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
310 315 

\ \ J ' ( AT GTG AAC ATG AAC AAG ATG CCT GAT GTC GCC ATG 1007 

i-, p Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
325 330 

i Lr ' T GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATC AGA IO55 

* • 1 Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala lie Arg 

3*0 345 350 

C TC - 1 AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC HQ3 

^ P v »l Ly« Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 

5 360 365 

- . ; " : AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC n 51 

• -.ir Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
375 38O 

AT G CCG CCG GAG AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC H99 
II -..r Pro Pro Glu Lys Leu Aan Val Thr Ala He Asp 
390 395 
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GAC 
Afip 



- CAC AOG ATO GCG ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 
- 1 Hia Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys 

405 4l0 

- u T ? £S C A?C CCG GAC CCT G0G ™ C ACC CGG AAG ACC 
Thr lie Arg Asp Pro Gly Cy* Thr Arg Lys Thr 

4 -° 4 25 1 JO 

GAC tag TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Asp lyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 



ZI'C 
Val 



1247 



1295 



1337 



- MA7 ; ' FOR SEQ ID NO:5: 

£NCE CHARACTERISTICS: 
i LENGTH: 444 amino acids 
') TYPE: amino acid 
; J TOPOLOGY; linear 

* :/:cuiX TYPE: protein 

: L) S ' :; :-'ENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5: 

V Ala ciu Glu lie Val Leu Gin Pro He Lys Glu lie Ser Gly 
5 10 15 

' '*» I u Pro Gly Ser Lye Ser Leu Ser Asn Arg lie Leu Leu 

25 30 

Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
40 45 



35 
sp 



Hie Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
55 60 

lu Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 

70 7 5 80 

r ys F Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
05 90 95 

" Sn ( ' 3 G1 Y Ile w * «»t Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 
105 110 

Y ' Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
120 125 

5 * Tie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
135 140 

a /• Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
150 1S5 160 

r le C : y Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 

170 17S 

?r r ' Tyr Ltu Ser *1* Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 

185 190 

P 1 Clu Ile Glu lie He Asp Lys Leu Ile Ser Ile Pro 
200 205 

■J f '-^r L «u Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
215 220 

■r J for Trp Asp Arg Phe Tyr Ile Lys Gly Gly Gin Lys 
czQ 235 2 J 0 

r r l.ys Ann Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
^ 250 255 

is I - :,ia Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
265 270 

* c Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 

280 285 



1340 
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u Mt- rtot CLy Ala Lya Val Thr Trp Thr <Hu Thr Ser Val 



295 



300 



r GLy L>co Pro Arq Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
310 320 

P VaL Aan Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 



JJO 



335 



1 Ala Luu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 



350 



P Arg v a i Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie Arg Thr 

:i 360 — 



365 



r ?.. iU Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cye 

r Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
390 395 400 

3 Arg Mnt Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
4 ^ HQ 415 

Thr Ii e Arg Asp Pro Gly Cyg Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
420 425 430 

Asp V 1 Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
440 



,3 
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REVENDICATIONS 

C l dant ^ ^ 5 " Cn01 P ™ ikimate - 3 ^osphate synthase (EPSPS) 
■ ractens, en ce qu,l comprend au moins une substitution Threonine 102 J 

"ItT Sel ° n ^ reVendiCati ° n en - comprend en plus au 

- seconde mutation dans 1'EPSPS, distincte de la premiere. 

ene ADN selon la revendication 2, caracterise en ce qull comprend en plus une 
nnstitur par une substitution Proline 106 par la Serine. 



'•e ADN selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend en plus 
"Mistime par une substitution de la Glycine 101 par l'Alanine. 



une 



>ne ADN selon Tune des revendications 1 a 4, earache en ce qu'il est d'origine 

- ADN selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il est issu d'une bacterie du 

-mella typhimurium. 

ADN selon 1'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est d'origine 

ADN i , :!on la revendication 7, caracterise en ce qu'il est d'origine de mais. 

•ine EPSPS mutee caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
ineonine 1 02 par l'isoleucine. 



-s c.:::: , ique comprenant une sequence codante ainsi que des elements de 
a posm.n :>■ et 3' hcterologues pouvant fonctionner dans les plantes, caracterise 
™ r , < comme sequence codante, au moins une sequence selon l'une des 



chir . cue seloa la revendication 9, caracterise" en ce qu'il comprend un 
virus :h plante. 



25 



PCT/FR96/01125 



Gene chimerique selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend 
:ur de plante (ex: a tubuline, histone, introns, actine...). 

Vecteur pour la transformation des plantes, caracterise en ce qu'il comprend, 
n gt :v; selon l'une des revendications 10 a 12. 

Cellule vegetale, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un gene 

" des r - v ?n( ii cat i ons 10 a 12. 

Plante, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par regen6ration a partir d'une 

n la revendication 14. 

1 oc^de pour la production de plantes de tolerance amelioree a un herbicide 
- cibl "7PSP synthase, caracterise' en ce qu'on transforme des cellules vegdtales 
'ates ec un gene selon l'une des revendications 1 a 8 et qu'on soumet les 
nsfoi nc es a une regeneration. 

Procede de traitement des plantes avec un herbicide ayant rEPSPS pour 
terisd en ce qu'on applique l'herbicide a des plantes selon la revendication 15. 

lv -ede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'on applique du 

ou un j -ecurseurdu glyphosate. 
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